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(54) Proc6de pour la determination d'une activite proteine C et/ou proteine S dans un Ichantillon plasmatiqu 



(57; Precede pour la determination d'une activite proteine 
Cet/ou proteine S dans un echantillon plasmatique com- 
prenant les etapes consistant a: 

a) preparer un melange com prenant: 

i) rechantillon plasmatique; 

ii) une quantite predeterminee de thrombomoduline; 

iii) au moins un facteur active de la coagulation et/ou au 
mo ins un actrvateur des facteurs de la coagulation pour 
permettre la formation de thrombine endogdne; 

b) incuber le melange ainsi obtenu dans des conditions 
permettant ('activation de la proteine C et I' ex press ion de la 
proteine C activee; 

c) ajouter au melange un substrat de la thrombine; et 

d) quantifier I'activite proteine C et /ou proteine S dans 
rechantillon par determination d'une activite enzymatique 
de la thrombine sur ledit substrat. 

Ce precede, qui permet d'6viter le recours a un activa- 
teur exoajene, presente I'avantage d'etre simple, facilement 
automatisable et sensible, meme a des faibles concentra- 
tions en proteine C et/ou S. 
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La presente invention a pour objet un procede pour la determination 
d'une activite proteine C et/ou proteine S, particulierement dans le 
plasma. 

La proteine C est une glycoprotein plasmatique a double chaine, 
vitamine K dependante, produite dans le foie. Les cellules hepatiques 
synthetisent un precurseur de la proteine C dgpourvu d'activite 
anticoagulante. Ce precurseur est un polypeptide de 461 acides amines, qui 
comporte a son extremite N terminale une sequence de t§te ou sequence 
"leader" de 42 acides a m ines permettant le transport et la maturation 
intracellulaire de la proteine C. Les deux tiers de l'extremite N 
terminale de cette sequence correspondent a une sequence signal 
necessaire pour la translocation de la chaine polypeptidique a travers la 
membrane du reticulum endoplasmique . Le tiers C-terminal de la sequence 
"leader" correspond a un propeptide essentiel a la reconnaissance du 
polypeptide precurseur par une carboxylase vitamine K dependante. Cette 
enzyme assure la carboxylation de 9 acides glutamiques situgs dans la 
partie N terminale de la proteine C mature. Sous 1* action d'une 
endopeptidase, le propeptide est ^limine, un dipeptide interne est eiimine 
et la proteine C est excretee dans le sang circulant, sous forme 
bicatenaire. La proteine C elle-m^me est une proenzyme inactive qui 
developpe une activity serine protease apres clivage de l'extremite N 
terminale de la chaine lourde par le complexe thrombine- thrombomodulin. 
La proteine C ainsi activee agit comme anticoagulant par inactivation des 
facteurs V et VIII actives de la coagulation. L* action anticoagulant e de 
la proteine C activee requiert la presence d'un cofacteur, la proteine S. 
Physiologiquement, la proteine C et la proteine S forment un complexe 
equimolaire a la surface des plaquettes ou des cellules endotheiiales en 
presence d'ions calcium. 

La proteine S est une glycoproteine vitamine K dependante, a chaine 
unique, notamment synthetisee dans le foie dans les memes conditions que 
la proteine C. La proteine S existe dans le plasma sous deux formes, une 
forme libre et une forme liee a une proteine du systeme du complement 
("C4b binding protein": C4b BP). Seule la forme libre de la proteine S est 
active pour stimuler la proteine C activee. 
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Des deficits acquis en proteine C ou ea proteine S sont observes 
chez des patients presentant des atteintes hepatiques ou soumis & un 
traitement par des anti-vitamine K. Ces deficits acquis se manifestent par 
un taux plasmatique de proteine C ou proline *S infSrieur aux valeurs 
normales de ces deux prolines chez les sujets sains. Par ailleurs, les 
travaux de Griffin et al. (Deficiency of Protein C in congenital 
thrombotic diseases, Journal of Clinical Investigation 68 : 1370-1373 
(1981)) ont permis de mettre en Evidence une relation entre le 
developpement de thrombose veineuse chez des sujets apparemment sains et 
un deficit constitutional hereditaire en proteine C. 

Actuellement, on distingue deux types de deficit hereditaire en 
proteine C ou S. Les deficits de type I se caracterisent par une 
diminution de la concentration plasmatique de proline C et/ou S par 
rapport aux valeurs normales et en consequence par une diminution de 
1* activity de ces prolines . II s'agit done de deficits quantitatif s , qui 
ref latent une anomalie de 1'un des gfcnes codant pour la proteine emp£chant 
la traduction du polypeptide prgcurseur de la proteine C ou de la proteine 
S. Ces deficits constitutionnels en proteine C et/ou S sont classiquement 
associes ^ des accidents thromboemboliques veineux, voire arteriels. 

Dans les deficits en proteine C et/ou S de type II, la proteine est 
presente en quantite normale dans le plasma, mais son activite 
fonctionnelle est reduite. Ce type de deficit reflate la synthase d'une 
proteine anormale, resultant d'au moins une mutation ponctuelle du gfcne. 
Ces deficits sont dus k la substitution d'au moins un acide amine par un 
autre et peuvent affecter tous les domaines fonctionnels de la proteine C 
ou S. Tout comme pour les deficits de type I, ces deficits qualitatifs 
s'accompagnent de risques importants de thrombose veineuse. 

II est done indispensable de disposer d'un test fiable qui permette 
la detection de tous les deficits quantitatifs et/ou qualitatifs en 
proteine C et/ou S et qui de plus soit simple k mettre en oeuvre et 
facilement automatisable, un tel test n'existant pas k ce jour. 

II existe des tests disponibles commercialement , dans lesquels la 
quantite de proteine C dans le plasma est determinee par reaction 
immunologique avec des anticorps. L* inconvenient majeur de tels tests est 
qu'ils ne permettent pas de deceler les deficits de type II, les anticorps 
reconnaissant indifferemment la proteine normale et anormale. 
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D'autres procedes ont ete developpes, qui consistent k convertir la 
proline C inactive en proteine C activee et k determiner son activity 
enzymatique, soit sur un substrat de synthase (activity amidolytique), 
soit sur ses substrats naturels, les facteurs V et VIII actives, retardant 
la formation de thrombine (activity anticoagulante) . 

L'activite amidolytique de la Proteine C est determine par tine 
methode photometrique k l'aide d'un substrat chromogdne de synthase de la 
Proteine C et determination de 1* activite enzymatique de la Proline C 
activee sur ce substrat par une mesure d* absorption & 405 nm de la partie 
chromophore liberee du substrat. 

L' activite anticoagulante de la Prot<§ine C est determine soit par 
une methode photometrique k l'aide d'un substrat chromog^ne de synthase de 
la thrombine et determination de 1* activity enzymatique (activity 
amidolytique) de la thrombine sur ce substrat, soit par une methode 
chronom§trique qui consist e k determiner le temps de formation d'un 
caillot plasmatique par activite enzymatique (activite coagulante) de la 
thrombine sur son substrat naturel, le fibrinog^ne. Dans ce dernier cas, 
la methode chronometrique est par exemple la determination d*un temps de 
cephaline plus activateur. 

R. B. FRANCIS et M.J. PATCH (Thrombosis Research, 32, 605-613 
(1983)) ont decrit un procede de determination de I'activite 
anticoagulante de la proteine C activee dans le plasma humain. Dans ce 
precede, la proteine C est au prealable extraite par adsorption du plasma 
par le citrate de baryum pour s'affranchir de l'effet de ses inhibiteurs, 
puis activee par addition de thrombine exogSne. L' activite de la thrombine 
est ensuite inhibee par 1* addition d ' antithrombine III (AT III) et 
d*heparine, puis l'heparine est neutralisee par une quantite precise de 
sulfate de protamine qui doit §tre determinee exactement pour chaque 
essai. L* activite de la proteine C est ensuite mise en evidence par 
l'allongement du temps de cephaline plus activateur, I'indicateur de la 
reaction etant, dans ce cas, la transformation de fibrinogfcne en fibrine 
sous 1* action de la thrombine et la formation du caillot plasmatique. Ce 
procede presente cependant plusieurs inconvenients majeurs. Tout d'abord, 
I'etape necessaire d f extraction de la proteine C n'est pas automat is able. 
De plus, au cours de 1 * extraction , l'adsorption de la Proteine C et 
l*eiution de la proteine C adsorbee peuvent §tre incompletes et variables, 
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ce qui se traduit par une recuperation heterogene rendant le procede 
dif f icilement reproductible, Enfin, ce procede n^cessite une etape 
d f inactivation de l*exces de thrombine exogene pour eViter toute 
interference avec !• activite de la thrombine formee au cours du precede de 
determination. VAT XII doit done §tre ajoutee k une concentration tres 
precisement determinee et l'exces d'heparine doit lui aussi §tre 
neutralise. 

R.M. BERTINA et al. (Thrombosis Haemostasis, 51, 1-5 (1984)) ont 
d§crit un procede spectrophotometrique pour la determination de 1* activite 
amidolytique de la proteine C. Ce procede consiste k extraire la proteine 
C par une adsorption par l'hydroxyde d* aluminium; k activer la proteine C 
ainsi extraite du plasma par 1* addition de thrombine ; k neutraliser 
1* activite de la thrombine par de I'AT III et de l'heparine ; et k mesurer 
1* activite amidolytique de la proteine C activee avec un substrat 
synthetique chromogene de la proteine C. Ce test etant sensible k la 
presence de tres petites concentrations d'heparine dans le plasma, il est 
necessaire lors de la determination de 1' activite de la proteine C dans 
des plasmas de patients ayant subi un traitement k l'heparine d'ajouter du 
chlorure de protamine au plasma avant 1* etape d T adsorption par I'hydroxyde 
d' aluminium. 

Ce precede, tout comme celui de FRANCIS et al., presente 1 * inconvenient de 
necessiter une etape d* extraction de la proteine C et une etape de 
neutralisation de la thrombine exogene par addition d*un inhibiteur dans 
des conditions tres precisement determines, comme explique precedement. 
Par ailleurs, 1» utilisation d*un substrat synthetique pour doser 
1* activite amidolytique de la proteine C ne permet pas de detecter tous 
les deficits de type II de la proteine. En effet, certaines anomalies 
peuvent se traduire par une perturbation de la reconnaissance, par la 
Proteine C, de ses substrats proteiques (facteurs V et VTII actives) ou de 
sa liaison avec la Proteine S. Dans ce cas, 1* activite enzymatique de la 
Proteine C activee vis k vis de substrats de synthese est conservee, ce 
qui conduit k une activite amidolytique normale et k une interpretation 
erronee des resultats. 

Une amelioration au precede de BERTINA et al. a ete proposee, telle 
que decrite dans la demand e de brevet austalien n° 569433 deposee au nom 
de la societe BOEHRINGER MANNHEIM. Ce procede consiste k extraire la 
proteine C du plasma par adsorption par le citrate de baryum ou par 
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I'hydroxyde d* aluminium ; k activer la proteine C ainsi separee par 
addition de thrombine ; k neutraliser la thrombine ajoutee par addition 
d* AT III en exc£s; et k determiner 1* activity anticoagulante de la 
proteine C activee en mesurant l*activite amidolytique de la thrombine k 
I'aide d'un substrat de synthase chromogfene. Ce procede resulte de la 
demonstration qu'un exc£s d'AT III ne fausse pas les r£sultats de la 
reaction, de sorte qu'il n'est plus necessaire de me surer tr&s exact ement 
la quantity d'inhibiteur ajoute. Cependant, ce procede necessite une etape 
d' extraction de la proteine C qui presente les inconvenients decrits 
precedeiranent - 

Selon d'autres methodes de determination de 1* activity de la 
Proteine C, on utilise comme activateur de la proteine C une protease 
extraite de venin de serpent commercialisee sous la denomination Protac 
(marque enregistree, PENTAPHARM) (J.L. MARTINOLI et al.i Thromb. Res. 43 ; 
253-264, 1986). La determination de l'activite de la proteine C est 
effectuee soit k I'aide d'un substrat de synthase chromogene de la 
proteine C par la methode photometrique qui mesure l*activite amidolytique 
de la Proteine C activee, soit par son action sur les substrats naturels 
(facteurs V et VIII actives) apportes par un plasma exempt de proteine C 
par la determination d'un temps de cephaline plus activateur qui mesure 
l'activite anticoagulante de la Proteine C activee. L f un des inconvenients 
majeurs dans 1 * utilisation d'un activateur non physiologique, tel que le 
Protac, est qu'il ne permet pas de mettre en evidence des deficits au 
niveau de certains domaines fonctionnels de la proteine participant k son 
activation par la thrombine et/ou par le complexe 
thrombine-thrombomoduline. De plus, on ne salt pas avec exactitude, selon 
les connaissances actuelles, si le Protac ou autre yenin de serpent active 
seiectivement la proteine C carboxyiee ou s'il active indifferemment la 
proteine C carboxyiee et ses formes partiellement ou totalement non 
carboxyiees, de sorte que dans le cas d'une methode photometrique par 
mesure de I'activite amidolytique de la Proteine C activee, on peut 
obtenir des resultats apparemment normaux, bien qu'il existe une anomalie 
au niveau des sites de carboxylation de la proteine C. 

La quantite de proteine S dans le plasma peut §tre determine par 
exemple par un test immunologique , tel que decrit par BERTINA et al. 
(Thrombosis Haemostatis, 53, 268-272 (1985)). Cependant, ce procede 
presente 1 * inconvenient majeur de ne pas §tre specif ique de la proteine 
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fonctionnelle. En d'autres termes, les anticorps utilises reagissent 
indifferemment avec une proteine S normale ou anormale, et avec la 
proteine S liee k la C4b BP qui est inactive. Ce type de syst^me n'est 
pas satisfaisant car il ne permet en aucun cas de depister tin deficit 
qualitatif de la proline S dQ k une substitution d'au moins un acide 
amine par un autre dans un domaine fonctionnel de cette proteine. Dans cet 
article, les auteurs decrivent egalement un procede de determination de la 
proline S fonctionnelle selon lequel on ajoute de la proline C activee 
au plasma humain et on determine ensuite le temps de c6phaline plus 
activateur du melange, sachant que plus ce temps est allonge, plus grande 
est la concentration de proteine S fonctionnelle. Cependant, ce procede 
presente le desavantage de ne pas permettre une determination simultan§e 
du systSme proteine C - proline S dans le plasma. 

Le brevet americain 5.001.069 decrit un procede photometrique de 
determination d'une activity anticoagulante proteine C et/ou proteine S 
dans tin echantillon plasmatique, qui consiste k incuber simultanement 
1* echantillon avec un venin de serpent pour activer la proteine C t un 
substrat synthetique chromogene de la thrombine et un activateur du 
systfcme de coagulation et k mesurer 1* activity amidolytique de la 
thrombine sur le substrat de synthase comme indicateur de 1* activity 
proteine C et/ou proteine S dans 1' echantillon. L'intSrSt principal de ce 
procede reside dans l f utilisation de venin de serpent comme activateur, 
parce que contrairement k d'autres activateurs de la proteine C tels que 
la thrombine, il n'a pas d'action sur le substrat de la thrombine et il 
n'est done pas necessaire de proceder k sa neutralisation. Cependant, 
comme explique precedemment, 1» utilisation de venin de serpent, tel que le 
Protac, ne permet pas de mettre en evidence toutes les anomalies des 
domaines fonctionnels de la proteine C et/ou proteine S. 

C'est done l'objet de la presente invention que de fournir un 
nouveau precede pour la determination d'une activite anticoagulante 
proteine C et/ou proteine S dans un echantillon plasmatique qui pallie les 
inconvenients des procedes anterieurs connus et qui de plus soit simple k 
mettre en oeuvre et facilement automatisable, notamment dans le cas d'une 
utilisation en routine dans des laboratoires d* analyses. 

La presente invention procede de la decouverte surprenante qu'il est 
possible d'activer le syst&ne proteine C et/ou proteine S sans avoir 
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recours a un activateur exogene qui, comme decrit precedemment , presente 
de nombreux inconvenients. De plus, le precede de la presente invention 
presente les avantages d*§tre simple, facilement automat is able et 
sensible, m§me a des concentrations relativement faibles en proteine C 
et/ou S. 

Aussi, ie procede de la presente invention pour la determination 
d*une activity anticoagulante proteine C et/ou S dans un echantillon 
plasmatique comprend les Stapes consistant a : 
a - preparer un melange comprenant : 

i) 1 * echantillon plasmatique ; 

ii) une quantity predetermine de thrombomoduline pour permettre 
1* activation de la proteine C ; 

iii) au moins un facteur active de la coagulation et/ou au moins un 
activateur de facteurs de la coagulation pour permettre la formation de 
thrombine endog≠ 

b - incuber le melange ainsi obtenu dans des conditions permettant 
1* activation de la Proteine C et 1* expression de la proteine C activ£e; 
c - a j outer au melange un substrat de la thrombine ; et 

d - quantifier 1' activity proteine C et/ou proteine S dans 1* echantillon 
par determination d'une activity enzymatique de la thrombine sur ledit 
substrat* 

Bien entendu, il est connu de l*homme du metier que le melange doit 
contenir une concentration predetermine en ions Ca" 1 " 1 * pour activer la 
formation de thrombine endog^ne et 1* expression de la proteine C activee. 
Ces ions Ca** peuvent etre apportes au melange par exemple par 1* addition 
de thrombomodulin en solution dans un tampon calcique et/ou par les 
facteurs et activateurs des facteurs de coagulation et/ou par addition 
s§par§e. Dans le procede selon 1* invention, les ions Ca** peuvent §tre 
apportes au melange par les activateurs des facteurs de la coagulation. 

Par ailleurs, les conditions d f incubation du melange doivent etre 
determines pour permettre 1* activation de la proteine C par le complexe 
thrombomodulin exog^ne -thrombine endogfene et 1* expression de 1* activity 
anticoagulante de la proteine C activee conduisant a 1* inhibition de la 
formation de thrombine endog&ne. Ces conditions (temps, temperature) 
peuvent etre determines dans chaque cas par des experiences de routine. 



2689640 



- 8 - 

Aussi, selon un mode de realisation particulier de 1 * invention , 
1 • incubation du melange est ef£ectu§e pendant 3 a 6 minutes, 
avantageusement 5 minutes, a 37°C. 

La thrombomoduline peut §tre d*origine humaine et/ou animale, native 
et/ou recombinante , modifi§e et/ou non modifi^e* 

La thrombomoduline native humaine ou animale, par exemple de lapin, est 
extraite des cellules, par exemple les cellules endoth£liales de poumon, 
de placenta, d'aorte, de pancreas, de foie, de rein, de peau, de coeur ou 
analogues, L* extraction peut £tre effectu^e par un traitement des cellules 
endoth^liales , par exemple par traitement thermique ou traitement chimique 
par un tensioactif ou un melange de tensioactif s , selon les techniques 
conventionnelles , de facon a obtenir de la thrombomoduline soluble en 
presence de son environnement phospholipidique qui favorise sa 
solubilisation dans le melange de 1* invention, L* extraction peut §galement 
£tre effectu£e apr&s une 6 tape pr^alable de traitement des tissus, tel 
qu'un traitement chimique, pour enlever 1 * environnement phospholipidique 
et la thrombomoduline insoluble ainsi obtenue est ensuite resolubilis§e 
par addition subs§quente d' agents chimiques de solubilisation, tel qu'un 
tensioactif ou un melange de tensioactif s , par exemple un tensio-actif 
anionique tel que du d£soxycholate de sodium ou un tensio-actif non 
ionique tel que du Triton X100 (nom commercial) ou par addition de 
phospholipides en milieu aqueux, tels que des phospholipides humains, 
animaux, v6g£taux ou de synthase, ou encore par traitement enzymatique 
avec une diastase. Un traitement enzymatique par 1* diastase permet a la 
fois de solubiliser la thrombomoduline et de supprimer son activity 
stimulant 1*AT III. II a en effet 6t§ montr€ que le domaine de la 
thrombomoduline adjacent a la partie transmembranaire , qui lui confer e son 
insolubility, est riche en chalnes polys ac char idiques susceptibles de 
multiplier par 4 ou 5 1* inhibition de la thrombine par I'AT III pr£sente 
dans le plasma. Ces chaines poly sacchar idiques peuvent ainsi modifier la 
quantity de thrombine form^e et fausser les tests. Pour les 61iminer il 
est possible soit de cliver la partie C terminal e de la thrombomoduline 
par 1* diastase qui sdpare le domaine porteur des sites de glycosylation et 
en m§me temps rend la molecule soluble, sans alt^rer ses sites de fixation 
pour la thrombine, soit de cliver les chaines poly sac char idiques par un 
traitement enzymatique appropri£, par exemple par la chondroltinase, 
trypsine ou analogues, qui ne modifie pas la fixation de la thrombine, 
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done 1* activation de la proteine C t tout en eiiminant l*effet sur la 
neutralisation par 1*AT III. Les chalnes po ly sac char idiques peuvent aussi 
§tre neutralisees par addition de polycations, tels que bromure 
d'hexadimethrine (Polybrene, marque deposed, ABBOTT LABORATORIES), sulfate 
de protamine, poly L- lysine ou analogues. 

La thrombomoduline peut egalement etre obtenue par recombinaison 
genetique. Un gene d'origine humaine ou animale codant pour la 
thrombomoduline, peut ainsi §tre clone dans un vecteur d* expression et 
introduit dans une cellule procaryote ou eucaryote. La thrombomoduline 
peut §tre exprimee sous forme insoluble si l'ADNc code pour la synthese 
complete de la proteine et solubilisee comme decrit precedemment , ou 
directement sous forme soluble si la transfection ne concerne que la 
partie de I'ADNc codant pour la partie soluble de la proteine. La 
thrombomoduline ainsi obtenue peut de plus §tre modified par un traitement 
enzymatique ou chimique approprie comme decrit precedemment. 

La formation de thrombine selon le precede de 1* invention est 
declench.ee par 1* addition au melange de facteurs de coagulation actives, 
tels que les facteurs XII et/ou X actives, et/ou d * activateurs des 
facteurs de la coagulation, 

Selon un mode de realisation particulier de 1* invention, la 
formation de thrombine est declenchee par addition au melange d*un 
activateur du facteur XII en presence d'un melange de phospholipides , 
ledit activateur etant choisi parmi 1'acide ellagique, le kaolin, la 
silice ou la silice diatomee telle que la eelite ( nom commercial ) . Selon 
un autre mode de realisation, la formation de thrombine est declenchee par 
addition au melange d'un activateur du facteur VTI, par exemple de la 
thromboplastine humaine ou animale, native ou recombinante , ou leurs 
melanges. Selon un troisieme mode de realisation, un activateur du facteur 
X, par exemple du venin de serpent, tel que du venin de Vipera Russellii 
en presence de phospholipides, est ajoute au melange de 1* invention. 

Le melange de phospholipides est soit d'origine animale, soit 
d'origine vegetale, soit de synthese. 

La concentration des facteurs de coagulation et/ou des activateurs 
des facteurs de la coagulation influence le temps de formation de la 
thrombine endogene. Aussi, les concentrations sont determines de fagon a 
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favoriser 1' activation de la proteine C par la thrombine, et 1* expression 
anticoagulante de la proteine C activee. 

La quantification de 1* activite dti systeme Proteine C et/ou 
Proteine S est effectuee selon des methodes convent ionnelles . Selon un 
mode de realisation de 1* invention, la formation endogfene de thrombine est 
determinee par addition au melange prealablement forme du substrat naturel 
de la thrombine, c*est-a-dire le fibrinogfene, et determination de 
1* activity coagulante de la thrombine par une methode chronometrique . 
Selon un autre mode de realisation de 1' invention, 1* activity du systeme 
Proteine C et/ou Proteine S est determinee selon les methodes dites 
photometriques. Par determination photometrique selon l*invention, il faut 
comprendre la mesure d'une quantite de lumiere emise ou absorbee par le 
substrat. Ce peut etre par exemple, la determination d'une activite 
colorimetrique , fluorescente ou luminescente, Au melange de la presente 
invention, est done ajoute un substrat de synthase de la thrombine et 
1' activite du systeme Proteine C - Proteine S est deduite de la mesure de 
1* activite amidolytique de la thrombine sur le substrat de synthase . Comme 
substrat de synthase dans le procede selon 1* invention, on peut utiliser 
un substrat chromogene choisi par exemple parmi les substrats suivants: 
Tos-Gly-Pro-Arg-pNA.AcOH ( Chromozym TH, Marque deposee, PENTAPHARM ), 
H-D-Phe-Pip-Arg-pNA.2HCl ( S-2238, Marque deposee, KABI), 

H-D-Phe-Pro-Arg-ANBA-isopropylamide ( BCP 100, Marque deposee, 
BEHRINGWERKE ), 

H-D-CHG-Abu-Arg-pNA* 2AcOH ( CBS 34-47, Marque deposee y PENTAPHARM ), 
H-D-HHT-Ala-Arg-pNA. 2AcOH ( Spectrozyme TH, Marque deposee, PENTAPHARM ), 
H-D-CHG-Ala-Arg-pNA. 2AcOH ( Th-1, Marque deposee, PENTAPHARM ), 
D-CHA-Abu-Arg-pNA . 2AcOH ( Berichrom, Marque deposee, PENTAPHARM ), 
H-D-HHT-Abut-Arg-pNA . 2AcOH, 
H-D-CHA-NVal-Arg-pNA. 2AcOH, 

dans lesquels Tos represente un groupement protecteur 
paratoluenesulf onyle , pNA signifie un groupement chromogene 
para-nitroaniline , D designe un isom^re optique dextogyre, ANBA correspond 
a l'acide 5-amino-2-nitro benzoique, CHG represente un groupement 
cyclohexylglycyle , HHT signifie un groupement hexahydrotyrosile, CHA 
correspond a un groupement cylohexylalanile , Abu et Abut signifient un 
motif derive d'acide os-aminobutyrique , Pip represente un groupement 
piperazinyle, AcOH signifie i'acide acetique; ou 
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un substrat fluorogene tel que: 
Cbz-Gly-Pro-Arg-pNA, 
H-D-Phe-Pro-Arg-AIA f 

Boc-Val-Pro-Arg-MCA, dans lesquels Cbz represente un groupement protecteur 
5 carbobenzyloxy, Boc represente un groupement protecteur butyloxycarbonyle , 
PNA signifie {J-naphtylamine f AIA represente I'acide 5 amino isophtalique t 
MCA represente la 7-amino-4-methylcoumarine et D a la meme signification 
que precedemmeut; ou 
un substrat luminescent tel que: 
10 Cbz-Phe-Pro-Arg-IL , 
Ala-Phe-Pro-Arg-IL , 

dans lesquels Cbz a la meme signification que precedemment f IL est un 
groupement is o lum ino laraide ♦ 

15 Selon un mode de realisation pr^ferentiel de 1* invention, pour preparer le 
melange de l*etape a), on ajoute de fagon sequentielle : 

i) . 1 * echantillon plasmatique ; 

ii) la quantite predetermine de thrombomoduline ; 

iii) les facteurs actives de la coagulation et/ou les activateurs 
20 des facteurs de la coagulation, pour la formation de thrombine 

endogene . 

Le procede peut §tre execute k pH neutre ou legerement alcalin. De 
preference la valeur du pH est comprise entre 7 et 8* Comme tampon pour 
ajuster le pH, on peut utiliser tout tampon physiologiquement compatible 
25 qui soit efficace dans cette gamme de pH, tel par exemple un tampon 
Tris/HCl. 

L * invention sera mieux comprise k la lecture de la description 
detaillee qui va suivre, faite en reference k la figure annexee, qui 
represente une courbe d*etalonnage pour la determination de I'activite de 

30 la proteine C construite k l'aide d'un melange de plasma normal dilue dans 
un plasma exempt de proteine C. En abscisse est representee I'activite en 
proteine C, donnee en pourcentage par rapport k I'activite de la proteine 
C dans un plasma normal. En ordonnee est represente le rapport de la 
quantite de thrombine formee sans thrombomoduline (Aq), sur la quantite de 

35 thrombine formee en presence de thrombomoduline (A^ ) , ce rapport (Ap/A^) 
etant determine par l*absorbance k 405 nm. 
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Exemple 1 : Preparation de plasma exempt de Proteine C. 

Un gel est prepare 1 par couplage sur gel de sepharose d'un anticorps 
monoclonal de souris anti-Proteine C purifie* , par exemple gel 
CNBr-sepharose activee CL4B commercialism par la societe PHARMACIA 
(Sepharose marque deposee), selon les indications du fabricant, k une 
concentration en immunoglobulines de 3mg/ml de gel. Un plasma depourvu en 
Proteine C est fabrique par eiution d'un plasma normal sur le gel precite 
et immunocapture de la Proteine C par 1* anticorps monoclonal 
anti-Proteine C. 

Exemple 2 : Traitement de la thrombomodulin. 

De preference, la thrombomoduline utilised est depourvue des fragments 
polysaccharidiques responsables de son activite antithrombine et 
susceptibles d*interf§rer avec la quantity to tale de thrombine formSe. 
Une thrombomoduline de lapin, commercialisee par la society AMERICAN 
DIAGNOSTICA, en solution k 12 U/ml, est digeree pendant 14 & 16 heures k 
37°C par la chondroltinase de la society SIGMA (0,1 U/ml), dans un tampon 
Tris (Tris marque de commerce) k pH 7,8. 

Le contr61e de l*efficacit€ de la digestion est effectue par un systeme 
thrombine-thrombomoduline^antithrombine III purifie par mesure de la 
constante de vitesse d* inhibition de la thrombine (lOnM) par de 
1* antithrombine III (IpM) en presence de thrombomoduline traitee. 

Exemple 3 : Mesure de la quantity de thrombine formee. 

Un plasma, de preference defibrine par une proteine de venin de serpent 
telle que la reptilase STH 50 ST AGO (un volume de reptilase pour 50 
volumes de plasma) est additionne de thrombomoduline, telle que preparee 
dans 1* exemple 2 k 12U/ml (un volume de thrombomoduline pour 10 volumes de 
plasma) et prechauffe jusqu'St 37°C pendant environ 5 minutes pour 
equilibrer la temperature. Un activateur de la coagulation compose de 
thromboplastin (Thrombomat, nom commercial BIOMERIEUX) dilue dans du 
tampon Tris 0,05M, pH 7,35 contenant du chlorure de calcium (0,017 M) est 
ajoute k raison de 0,36 volume d'activateur pour 0,64 volume de plasma 
(dilution finale : 1/160). 

Le melange ainsi obtenu est soumis k incubation pendant 5 minutes k 37°C, 
puis un aliquote de 10|xl du melange incube est ajoute k une solution de 
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0,490 ml de S 2238 (substrat chromog^ne de la thrombine, de formule 
H-D-Phe-Pip-Arg-pNA commercialism par KABI) k une concentration de 
0,2 mM dans un tampon : Tris 0,05 M, NaCl 0,1 M, PEG 6000 (polyethylene 
glycol) 1Z, EDTA 0,02M ( sel d'acide ethyl enediaminetetraacetique ), pH 
7,9. Apres deux minutes, 1* arret de la reaction est realise avec de 
l'acide acetique concentre (0,3 ml) et I'absorbance est mesuree sur un 
spectrophotometre k 405 nm k 37 °C. 

Exemple 4 : me sur e de la thrombine form4e sans addition de 
thrombomoduline . 

Le protocole experimental est identique k celui decrit dans 1* exemple 
precedent, sauf que l*addition de thrombomoduline est remplacee par 
I'addition d'un tampon Tris 0,05 M, pH 7,35 (un volume pour 10 volumes de 
plasma) . 
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Exemple 5 : Determination de 1* activity Proteine C par photometrie. 
a) - Une gamme d t etalonnage a 6te preparee k partir de plasma normal et de 
dilutions successives de plasma normal dans un plasma depourvu en Proteine 
C, obtenu selon le protocole decrit dans l*exemple 2. Les resultats tels 
que repr^sentes dans le tableau I ci-apres sont donnes en pourcentage 
d* activity de la Proteine C par rapport k l'activite du plasma normal. 
Plasma normal et plasmas dilues sont mesur^s pour , la quantite de thrombine 
formee apres 5 minutes en presence ou en l f absence de thrombomoduline, 
comme decrit respectivement dans les exemples 3 et 4. Le rapport Aq/A^ 
correspond k la moyenne de 10 essais d£terminee pour chaque concentration 
en Proteine C. Aq represente 1'absorbance k 405 nm proportionnelle k la 
quantite de thrombine formee, sans addition de thrombomoduline. A-^ 
correspond k I'absorbance k 405 nm proportionnelle k la quantite de 
thrombine formee en presence de thrombomoduline. Les resultats sont 
presentes dans le tableau I ci-apres. 
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TABLEAU I 

Activity Ratio Ag/A^ 

(moyenne de 10 essais) Ecart-Type 

0 1,17 0,046 

25 1,98 0,10 

50 2,46 0,12 

75 2,81 0,15 

100 3,15 0,16 

Comme cela ressort du tableau ci-dessus , tine diminution de 1 'activity de 
la Proteine C dans le melange se traduit par une diminution du rapport 
Aq/Atm* 

A partir des r^sultats ci-dessus a ete construite la courbe d'etalonnage 
representee a la figure annex^e. 

b) - Via la courbe d*etalonnage precedemment etablie, 1* activity de la 
Proteine C dans differents echantillons de plasma, peut etre determine . On 
a ainsi teste 4 sujets d'une m§me f ami lie, parmi lesquels 3 sujets sont 
connus pour presenter des deficits en Proteine C, le 4£me sujet etant 
normal. Les resultats sont presentes dans le tableau II ci-aprfes : 

TABLEAU II 

Ratio Activite Concentration en 

Aq/A^ (I par rapport Proteine C (Z) 

a I'activite d*un (par methode 

plasma normal) immunologique) 



30 



35 



Sujet n°l 
Sujet n°2 
Sujet n°3 
Sujet n°4 



3,07 
2,38 
1,98 
2,21 



95 
50 
26 
38 



90 
49 
35 
38 
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Comme cela ressort du tableau ci-dessus, les r^sultats obtenus confirment 
qu'un sujet, le sujet n°l, est normal alors que les trois autres 
pr£sentent un deficit en Prot4ine C qui se manifeste par une diminution 
plus ou moins importante de 1* activity de la Prot£ine C par rapport k 
celle d'un plasma normal, ainsi que par une concentration anormalement 
faible en Prot^ine C dans les plasmas. 
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REVINDICATIONS 

1) - Procede pour la determination d'une activity proteine C et/ou 
proteine S dans un echantillon plasmatique comprenant les Stapes 
consistant a : 

a) preparer tin melange comprenant : 

i) 1* echantillon plasmatique ; 

ii) une quantity predetermine de thrombomoduline ; 

iii) au moins un facteur active de la coagulation et/ou au 
moins un activateur des facteurs de la coagulation pour 
permettre la formation de thrombine endogene ; 

b) incuber le melange ainsi obtenu dans des conditions permettant 
1* activation de la proteine C et 1* expression de la proteine C 
activee ; 

c) ajouter au melange un substrat de la thrombine ; et 

d) quantifier 1* activity proteine C et/ou proteine S dans 
1 * echantillon par determination d*une activity enzymatique de la 
thrombine sur ledit substrat. 

2) Procede selon la revendication 1, caracterise en ce que le melange est 
incube 3 a 6 minutes, avantageusement 5 minutes, a 37 °C. 

3) Procede selon la revendication 1, caracterise en ce que la 
thrombomoduline est une thrombomoduline humaine ou animale, native ou 
recombinante , modified ou non modified ou leurs melanges. 

4) Proc6d6 selon la revendication 3, caracterise en ce que la 
thrombomoduline est sous forme soluble. 

5) Precede selon les revendications 3 et 4, caracterisg en ce que la 
thrombomoduline est modifiee par tine enzyme, telle que la chondroitinase, 
trypsine, eiastase ou analogues. 
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6) Proc§d6 selon l*une quelconque des revindications pr§c§dentes, 
caract6ris6 en ce que lesdits facteurs actives de la coagulation 
comprennent les facteurs XII et/ou X actives. 

7) Proc§d£ selon I'une quelconque des revendications pr6c6dentes, 
caract§ris§ en ce que lesdits activateurs sont choisis parmi les 
activateurs du facteur VII et/ou du facteur XII et/ou du facteur X. 

8) Proc§d£ selon l*une quelconque des revendications pr6c§dentes, 
caract6ris£ en ce que ledit substrat est le fibrinog&ne. 



9) Proc6d€ selon l'une quelconque des revendications 1 k 7, caract£ris6 en 
ce que ledit substrat est un substrat chromogfene tel que 
Tos-Gly-Pro-Arg-pNA.AcOH ; H-D-Phe-Pip-Arg-pNA. 2HC1 ; 
15 H-D-Phe-Pro-Arg-ANBA-isopropylamide ; H-D-CHG-Abu-Arg-pNA. 2AcOH ; 
H-D-HHT-Ala-Arg-pNA. 2AcOH ; H-D-CHG-Ala-Arg-pNA. 2AcOH ; 
D-CHA-Abu-Arg-pNA. 2AcOH ;H-D-CHA-NVal-Arg-pNA. 2AcOH ; 
H-D-HHT-Abut-Arg-pNA-2AcOH 

dans lesquels Tos repr§sente un groupement protecteur 
paratolu&nesulf onyle , pNA signifie un groupement chromogfene 
para-nitroaniline , D d^signe un isomfere optique dextogyre, ANBA correspond 
k l'acide 5-amino-2-nitro benzolque, CHG repr6sente un groupement 
cyclobexylglycyle, HHT signifie un groupement bexahydrotyrosile , CHA 
correspond k un groupement cylobexylalanile , Abu et Abut signifient un 
motif d£riv£ d'acide a-aminobutyrique , Pip repr6sente un groupement 
piperazinyle, AcOH signifie l'acide ac^tique; ou 
un substrat fluorog&ne tel que: 
Cbz-Gly-Pro-Arg-PNA, 
H-D-Phe-Pro-Arg-AIA, 

Boc-Val-Pro-Arg-MCA, dans lesquels Cbz repr§sente un groupement protecteur 
carbobenzyloxy, Boc repr^sente un groupement protecteur butyl oxycarbonyle, 
PNA signifie 0-napbtylamine , AIA reprSsente l'acide 5 amino isopbtalique, 
MCA repr§sente la 7-amino-4-m§thylcoumarine et D a la m£me signification 
que pr§c§demment; ou 
35 un substrat luminescent tel que: 
Cbz-Phe-Pro-Arg-IL f 
Ala-Phe-Pro-Arg-IL, 
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dans lesquels Cbz a la meme signification que pr§c6deinment et IL est un 
groupement isoluminolamide . 

10) Proc§d6 selon l'une quelconque des revendication pr6c6dentes , 
caract§ris6 en ce que pour preparer le melange on ajoute de .fa^on 
s£quentielle : 

i) 1 * 6chantillon plasmatique ; 

ii) la quantity pr6d6termin6e de thrombomoduline et; 

iii) les facteurs activ§s de la coagulation et/ou les 
activateurs des facteurs de la coagulation. 
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